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 論文題名  
FOXO3a activation by HDAC class IIa inhibition induces cell cycle arrest in pancreatic 
cancer cells 
HDAC クラス IIa 阻害による FOXO3a の活性化は膵癌細胞において細胞周期停止を誘導
する 
 




治療効果は不十分で，その理由として KRAS や p53 等複数の遺伝子変異により惹起され
る治療抵抗性が考慮されている．新規治療戦略の探索が急務であるが，そのような複数の
遺伝子変異の影響を回避しうる治療標的が理想的である． 









な発現調節に関与することが示されている．したがって，クラス IIa ΗDAC を阻害する
ことで，転写調節因子 FOXO3aを活性化させ，抗腫瘍効果を得ることが期待された． 
 本研究では，膵癌細胞における FOXO3aの発現を解析し，クラス IIa HDAC阻害によ
る FOXO3aの発現変化，および抗腫瘍効果を明らかにすることを目的とした． 
 
 研究方法  
1) NCBI GEOデータベースを用いた FOXO3aの発現と予後の解析 
 2 
 National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gene Expression Omnibus 
(GEO)データベースで公開されている pancreatic ductal adenocarcinoma の data set 
(GSE62125, GSE28735, GSE57945) を用い，膵癌細胞と非腫瘍細胞における FOXO3a
の発現を解析した．また，FOXO3aの発現を高度発現群・中等度発現群・低度発現群に分
け，予後との関連を検討した． 
2) HDACクラス IIa各アイソザイムの発現解析 
 膵癌細胞株 (AsPC-1, MIA PaCa-2, Panc-1, BxPC-3) におけるHDAC クラスⅡa各ア
イソザイム（HDAC4, 5, 7, 9）の発現をウェスタンブロット法で解析した．また Data set 
GSE15471 を用い，患者検体での膵癌組織と非癌組織における HDAC クラス IIa 各アイ
ソザイムの発現を解析した． 
3) HDACクラス IIa阻害による FOXO3aの発現変化の解析 
 PI3K/AKTシグナル経路に関する PCR Arrayを用いて，選択的HDAC クラス IIa阻害
剤 TMP269 暴露による mRNA の発現変化を，AsPC-1 を用いて網羅的に解析した．さら
に，TMP269暴露による FOXO3aの発現変化をウェスタンブロット法および qPCR 法で
解析した． 
4) HDACクラス IIa阻害による細胞増殖抑制効果の検討 
 1 well につき 0.5×105 個の膵癌細胞株 (AsPC-1, MIA PaCa-2, Panc-1, BxPC-3) を
96-well 培養プレートに播種した後 24 時間培養し，上清を除去し 0-100µM の濃度範囲内
で TMP269 を暴露して 48 時間培養した．最後の 4 時間に，各 well に 5mg/mL の MTT
標識試薬を 10µL を添加し，吸光度 (570nm) を ELISA プレートリーダーで測定し，
TMP269による細胞増殖抑制効果を解析した． 
5) HDACクラス IIa阻害による細胞周期停止効果の検討 
 0-50µM の濃度範囲内で TMP269 を暴露して 48 時間培養した AsPC-1 を採取し，70%
エタノールを用いて固定した．50µg/mLのヨウ化プロピジウム溶液で染色し，フローサイ
トメトリー法で細胞周期解析を行った．また，各抗 CDK抗体，各抗 Cyclin D1抗体，抗
p21抗体を用いて，細胞周期に関わる各蛋白の発現をウェスタンブロット法で解析した． 
6) プロテアソーム阻害剤とHDACクラス IIa阻害剤併用による効果の検討 
 FOXO3aは，プロテアソームによる分解を受けるため，プロテアソーム阻害剤併用によ
る FOXO3a の相乗的な発現上昇が期待された．プロテアソーム阻害剤としてカルフィゾ
ミブ (CFZ) を用い，0-50M の濃度範囲内で TMP269 を，0-20Mの濃度範囲内で CFZ




 研究成績  
1) NCBI GEOデータベースを用いた FOXO3aの発現と予後の解析 
 3 
 GSE62125を用いて，膵癌 118例と正常膵 13例おける FOXO3aの発現を解析したとこ
ろ，膵癌検体において FOXO3aの発現が優位に低下していた (P<0.0001)．また，同一患






2) HDACクラス IIa各アイソザイムの発現解析 
HDAC4, 5, 7, 9は，検討した各膵癌細胞株および GSE615471中の膵癌組織、非癌組織
において，それぞれ発現が確認された． 
3) HDACクラス IIa阻害による FOXO3aの発現変化の解析 
 AsPC-1 を用いて TMP269 暴露による mRNA の発現変化を網羅的に解析したところ，
FOXO3は，解析した 84種中 5番目に発現上昇を認めた．さらに，ウエスタンブロッティ
ングおよび qPCRを用いて，TMP269濃度による発現変化を検討したところ，タンパクレ
ベルおよび RNAレベルともに TP269濃度依存性の発現上昇を認めた． 
4) HDACクラス IIa阻害による細胞増殖抑制効果の検討 
 膵癌細胞株 (AsPC-1, MIA PaCa-2, Panc-1, BxPC-3) に TMP269暴露したところ，濃
度依存性に細胞増殖抑制効果を認めた． 
5) HDACクラス IIa阻害による細胞周期停止効果の検討 
 細胞増殖抑制効果の機序としてアポトーシスを考慮したが，Cleved PARP および
Caspase-3の発現は認めず，アポトーシス誘導は否定的であった．Cell cycle assayを行っ
たところ，濃度依存的な G1/S arrestを認めた．また，G1/S check pointに関与するタン
パクの発現を解析したところ，濃度依存的な CDK2, 4, 6および Cyclin D1, D3の発現低
下，p21の発現上昇を認め，FOXO3aの転写活性化および G1/S arrestの誘導に合致する
結果であった． 




 考察  
 本研究において，FOXO3aの発現亢進に続発する細胞周期抑制効果を示した．FOXO3a
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FOXO3a activation by HDAC class IIa inhibition induces cell cycle arrest in 
pancreatic cancer cells 
(HDACクラス IIa阻害剤による FOXO3aの活性化は膵癌細胞において細胞周
期停止を誘導する) 
結果の要旨 
 
 本研究は，膵癌において転写調節因子 FOXO3aの発現が低下し，FOXO3aの低発現が予
後不良に関与する可能性を示した．また選択的なHDACクラス IIa阻害が膵癌細胞株にお
いて抑制された FOXO3aの発現上昇をもたらし，細胞周期停止を誘導することを明らかに
した．さらにプロテアソームとHDACクラス IIaとの二重阻害が，より増強されたFOXO3a
の発現と細胞増殖抑制効果をもたらし，膵癌治療における新規治療戦略となりうる可能性
を示唆し，学位論文として十分に値するものと考えられた． 
